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@ Radioimmunverfahren fur Thymosin beta 4. 

@ Es wird ein Radiommunverfahren zur Bestimmung von 
Thymosin &4 beschrieben. Das Verfahren besteht darin, dass 
man die Probe mit einer bekannten menge von radioaktiv 
markiertem Tyr-C13-thymosin &< und einem Antikorper 
gegen Thymosin &4 versetzt, den Antigen/Antikorper- 
Komplex vom ungebundenen radioaktiv ma rkterten Thymo- 
sin &4 abtrennt, das Ausmass der Radioaktivitat im 
Antigen/Antikorper-Komplex bestimmt und mit einer Stan- 
da rdkurve vergleicht. 
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Radio imrnunverfahr en fair Thymosin 



Thymosin ist ein hitzestabiles, saures Polypeptide 
das aus 43 Aminosaureresten zusammengesetzt ist. Dieses 
Thymushormon wurde aus Kalbthymus isoliert und seine Amino- 
sauresequenz wurde bestimmt. Thymosin B 4 ist eines der 
vielen Polypeptide, die in der Thymosinf raktion 5 enthalten 
sind, welche in der Regulierung. Dif f erenzierung und Func- 
tion der Thymus-abhangigen Lymphozyten (T-Zellen) partizi- 
piert. Die Isolierung, Charakterisierung und die Verwendung 
von Thymosin B 4 wird in grosserem Detail in U.S. Patent 
Nr. 4,297.276 beschrieben. 

Ein Immunoassay fur ein Polypeptidhormon des Thymus, 

welches als Thymopoietin oder Thymin bekannt ist, wird in 

der U.S. Patentschrif t Nr. 4.055,633 beschrieben. Im beson- 

deren beschreibt dieses Patent einen Radioimmunassay fiir 

Thymopoietin, bei dem ein Antikorper verwendet wird. der 

durch ein Immunogen erzeugt wird. welches gereinigtes 

Thymopoietin umfasst. das unter Verwendung yon Glutaral- 

dehyd kovalent an einen immunogenen Trager. wie Rinder- 

gammaglobulin gekuppelt wird . Das in diesem Assay verwen- 

125 

dete markierte Antigen ist vorzugsweise Jod-Thymo- 
poietin. 
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Es muss beachtet werden. dass Thymopoietin absolut 
nicht analog zu Thymosin 6^ ist, und zwar in der Struk- 
tur, Aminosaurezusammensetzung und Sequenz, biologischer 
Aktivitat, physika lis cher Eigenschaf ten und immunologischer 
5 Eigenschaf ten. 

Ein Radioimmunassay fiir eine teilweise gereinigte 
Thymosinf raktion, und zwar Thymosinf raktion 5, von der nun- 
mehr bekannt ist, dass sie ein Gemisch von einer Vielzahl 
10 von Polypeptiden enthalt, wird durch Schulof et al. in Fed. 
Proc. 32, 1962 (1973) beschrieben. Vgl. in diesem Zusammen- 
hang auch Goldstein et al., Fed. Proc. 33, 2053 (1974). 

Im U.S. Patent Nr. 4,264,571 wird ein Radioimmunver- 

15 fahren fur Thymosin beschrieben. Dieses Verfahren 

verwendet einen Antikorper, der erzeugt wurde durch ein 

Immunogen, das aus Thymosin besteht, das kovalent 

mittels Glutaraldehyd an Hemocyanin gebunden wurde. Als 
125 

Label wird Jod-Thymosm verwendet, das durch 
20 Behandeln mit Bolton-Hunter-Reagens hergestellt wurde. Das 
Immunverf ahren verwendet die Doppel-Antikorper-Methode, urn 
den erhaltenen Niederschlag des Iiamunkomplexes zu bewerk- 
stelligen. Ziegen-Antikaninchengammaglobulin wird als zwei- 
ter Antikorper verwendet. 

25 

Im U.S. Patent Nr. 4,339,427 wird ein verbessertes 
Radio immunverf ahren fiir Thymosin beschrieben, bei 
dem synthetisches Thymosin zur Erzeugung des Anti- 
korpers verwendet wird und bei dem ein Analoges von 
30 Thymosin a^, namlich (Tyr 1 ) -Thymosin als mar- 
kiertes Peptid verwendet wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Radioimmunver- 
f ahren zur Messung von Thymosin B 4 . 

Das bei diesem Verfahren verwendete Immunogen zur Her- 
stellung der Antikorper wird durch kovalentes Binden von 
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Thymosin B 4 an einen immunologischen Trager erhalten. Die 

Quelle fur Thymosin ist fur die vorliegende Erfindung 

nicht kritisch. Geeignetes Thymosin B^ kann von Fraktion 

5 von verschiedenen Saugern erhalten werden. So z.B. kann 

5 Thymosin B verwendet werden. das aus Fraktion 5 von 
4 

Menschen, Rind, Schaf oder Schwein erhalten wurde. Dies ist 
moglich, da die Aminosauresequenz von Thymosin B^ dieser 
verschiedener Sauger homolog ist. 



10 Alternativ und vorzugsweise wird Thymosin B^ verwen- 

det, das nach herkommlichen Peptidsynthesen hergestellt 
wurde. So z.B. kann Thymosin B^ verwendet werden, das 
durch Fest- oder Fliissigphaseverf ahren hergestellt wurde. 

15 Der Begriff "immunogenes Tragermaterial*' umfasst Mate- 

rialien welche in der Lage sind, unabhangig in einem Wirts- 
tier eine immunogene Reaktion hervor zuruf en, und welches 
entweder direkt oder iiber die Bildung einer Peptid- oder 
Esterbindung zwischen freien Carboxyl- r Amino- oder 

20 Hydroxylgruppen kovalent an Thymosin B^ gekuppelt werden 
kann. Thymosin B 4 kann auch an entsprechende Gruppen des 
immunogenen Tragermaterials durch eine konventionelle bi- 
funktionelle Bindegruppe gekuppelt werden. 

25 Das kovalent e Kuppeln von Thymosin B zum immunogenen 

4 

Tragermaterial kann nach herkommlicher Art und Weise er- 
folgen. So kann z.B. fur ein direktes Kuppeln ein Carbodi- 
imid, vorzugsweise Dicyclohexylcarbodiimid oder 1-Aethyl — 
3_ ( 3-dimethylaminopr opyl ) carbodi imid als Kupplungsmittel 
30 verwendet werden. In dieser Kupplungsreaktion ist es 

wiinschenswert , ein leicht saures Reaktionsmedium zu verwen- 
den, z.B. ein Medium mit einem pH im Bereich von ungefahr 

3- 6,5. ganz besonders bevorzugt im Bereich von ungefahr 

4- 6,5. 

35 

Ein geeignetes bif unktionelles Kupplungsmittel ist ein 
C 0 „-Dialkanal, wie Glutaraldehyd . Das Kuppeln kann in 
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herkommlicher Weise erfolgen. wie z.B. bei Avrameas. in 
Imrauno chemistry 6_, 43 (1969) beschrieben. 

Das erhaltene Immunogen kann ohne weitere Reinigung 
5 oder. obwohl nicht notwendig, nach Dialyse zur Entfernung 
von nichtreagiertem fl^ und Kupplungsmittel , verwendet 
werden. 



Geeignete immunogene Tragermaterialien, welche bei der 
10 Herstellung des Immunogens gemass vorliegender Erfindung 

verwendet werden konnen, umfassen Proteine, nattirliche oder 
synthetische polymere Verbindungen wie Polypeptide, z.B. 
Polylysin oder Copolymere von Aminosauren, Polysaccharide 
■and dergleichen. Besonders bevorzugte Tragermaterialien 
15 sind Proteine und Polypeptide, insbesondere Proteine. 



Die Art des Proteins, welches als immunogenes Trager- 
material zur Herstellung des Immunogens gemass vorliegender 
Erfindung verwendet wird, ist nicht kritisch. Beispiele ge- 

20 eignete Proteine umfassen Saugerserumproteine, wie z.B. 
menschliches Gammaglobulin, menschliches Serumalbumin, 
Hinders erumalbumin, methyliertes Kinder serumalbumin, 
Kaninchenserumalbumin, Rinder gammaglobulin und Pferdegamma- 
globulin oder Nichtsaugerproteine wie Hemocyanin, besonders 

25 Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) . Anderer geeignete Proteine 
sind dem Fachmann bestens bekannt. 

Das Immunogen gemass vorliegender Erfindung kann zur 
Bildung von Antikorpern verwendet werden, die spezifisch 

30 gegen Thymosin B 4 gerichtet sind, indem Wirtstieren das 
Immunogen, vorzugsweise in Gegenwart eines Adjuvans inji- 
ziert wird. Erhohte Titer konnen durch wiederholte Injek- 
tionen iiber eine bestimmte Zeitspanne erhalten werden. Ge- 
eignete Wirtstiere ffltr diesen Zweck umfassen Saugetiere, 

35 wie Kaninchen, Pferde, Ziegen, Meerschweinchen, Ratten, 

Kiihe, Schafe, etc. Die erhaitenen Antiseren enthalten Anti- 
korper, welche selektiv mit Thymosin B komplexieren. Be- 
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dingt durch das hohe Ausmass der Homologie zwischen 

Thymosin fl^-Sequenzen hergeleitet von ver schiedenen 

Saugern ist es moglich. Antikorper zu verwenden, die in 

einer Spezies von Thymosin R^ erzeugt wurden, urn Thymosin 

5 B einer andern Saugespezies nachzuweisen. 
4 

Tyr-C13-Thymosin B 4 wird als Substrat fiir die Radio- 
iodinierung verwendet. Das Ausdruck Tyr -CI 3 -Thymosin B 4 
bezieht sich auf ein Polypeptid enthaltend die 13 C-termi- 
10 nalen Aminosauren von Thymosin B 4 mit Tyrosin gebunden an 
das N-terminale Ende. Die Verwendung dieses Analogen bedeu- 
tet einen echten Fortschritt gegeniiber Methoden unter Ver- 
wendung des ganzen Molekiils, da diese entweder die Verwen- 
dung von Bolton-Hunter Radiomarkierungstechniken oder 
15 chemischen Modif ikat ionen mit nicht-markiertem Bolton — 
Hunter-Reagens gefolgt durch klassische Radiomarkierung- 
technik verlangen. Das Analogie liefert ein markiertes Pro- 
dukt hoher spezifischer Aktivitat, welches ein hohes Aus- 
mass an Immunreaktivitat behalt. Der Thyrosinr est . der am 
20 terminalen Ende in der Sequenz eingefiihrt wird. bedingt 

eine kleinere sterische Hinderung beim Binden an den Anti- 
korper als diejenige die erreicht wiirde. wenn man einen 
aromatischen Ring intern und moglicherweise nahe vor anti- 
genischen Determinanten hinzufugen wiirde. Im weitern wurde 
25 gefunden. dass Tyr-C13-Thymosin B 4 einheitlicher und 

reproduzierbarer als natiirliches Thymosin B 4 mit Bolton — 
Hunter-Reagens markiert werden kann. Die Verwendung 
chemisch-synthetisierter Peptide in diesem Verfahren ist 
bevorzugt. Dies gibt dem Verfahren einen hohen Grad von 
30 Spezifitat, da keine Moglichkeit einer Kontamination des 
Praparates mit Verbindungen besteht, welche mit dem Aus- 
gangsgewebe mitgereinigt wefden konnten. Tyr-C13- Thymosin 
fl , welches als Substrat fiir die Radio jodierung verwendet 
wird, kann unter Verwendung bekannter Festphasen Peptid- 
35 synthesen hergestellt werden. wie wenn man Thymosin B 4 

herstellt. mit der Ausnahme, dass nur 13-Carboxy-terminale 
Aminosauren von Thymosin R A hergestellt werden und dass 
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als letzte Aminosaure Tyrosin zugeftigt wird. 



Obwohl radio jodiertes Tyr -CI 3 -Thymosin B 4 mit Vorteil 
im Radioimmunverf ahren verwendet wird. ist es moglich 
5 andere radioaktivmarkierte Reagenzien wie (Tyr 1 ) -Thymosin 

R oder (Tyr ) -Desacetyl thymosin £4 zu verwenden, 

125 14 
welche mit Jod oder Kohlenstoff 14 ( C) markiert 

werden. Durch bekannte Isotopenaustauschverf ahren kann 

Tritium in diese Reagenzien eingefiigt werden. Die Herstel- 

10 lung von 14 C-(Tyr }C13-Thymosin B oder 14 C-(Tyr 1 )- 

14 1 

Desacetyl-thymosin B 4 oder C-(Tyr }-Thymosin B 4 

kann einfach bewerkstelligt werden, indem man eine oder 

14 

mehrere erhaltliche C-markierte Aminosauren an geeigne- 
ten Stellen der Festphasensynthese einfuhrt. 

15 

Verschiedene Nachweismethoden konnen gemass vorliegen- 
der Erfindung verwendet werden. In einer dieser Methoden 
werden bekannte Mengen einer zu untersuchenden Probe, 
Thymosin B^ spezif ischer Antikorper und markiertes 
20 Thymosin B^ gemischt und stehengelassen. Der Antigen — 

Antikorperkomplex wird von den ungebunden Reagenzien durch 
bekannte Verfahren entfernt, z.B. durch Behandeln mit 
Ammoniumsulf at ; Polyathylenglykol ; einem zweiten Anti- 
korper. der entweder im Ueberschuss vorhanden ist, oder an 
25 eine unlosliche Phase gebunden ist; mit Dextran oder be- 
schichteter Aktivkohle und dergleichen. Die Konzentration 
von markiertem Thymosin B^ oder vom Thymosin B 4 ~Frag- 
ment wird entweder in der gebundenen oder ungebundenen 
Phase bestimmt, und der Thymosin B 4 ~Gehalt der Probe kann 
30 dann entweder in der gebundenen oder in der ungebundenen 

Phase bestimmt werden und zwar durch Vergleich der Menge an 
markierter Komponente verglichen mit einer in herkommlicher 
Weise erhaltenen Standardkurve . Eine geeignete Standard- 
kurve kann durch Mischen bekannter Mengen von Thymosin B 4 
35 mit festen Mengen von markiertem Thymosin B 4 und Thymosin 
B 4 ~spezif ischen Antikorper und Bestimmen des Ausmasses 
der Bindung fiir jede Menge erhalten werden. 
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Falls erwiinscht, kann der Antikorper mit zahlreichen 
natiirlichen Methoden zur Erhohung der Spezifitat behandelt 
werden. Ein geeignetes Behandlungsmittel ist Thymosin — 
5 Fraktion 5 jedes Saugerorgans, welches keine Thymosin 
B 4 -produzierende Zellen enthalt. Geeignete Organe um- 
fassen Nieren, Leber und Hirn. Sauger als Quellen fur der- 
artige Organe umfassen Kamele, Schafe, Pferde, Esel, 
Schweine, Menschen und dergleichen. 

10 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden 
Beispiele weiter illustriert. In diesen Beispielen bedeutet 
"Boc" die Schutzgruppe t-Butyloxycarbonyl . "Bzl" die 
Schutzgruppe Benzyloxycarbonyl und "2-CIZ" die Schutzgruppe 
15 2-Chlorbenzyloxycarbonyl . 



35 
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Beispiel 1 
Herstellunq von Tvr-C13 -Thymosin fi 4 ; 

Tyr-Lvs-Gl-g-Thr-Ile-Gln-Gln-Gin-Lys-Gln-Ala-Gly-Glu-Ser 

Boc-Ser (Bzl)-OCH 2 -C 5 H 4 -Harz (2,5 g; 1,0 mMol) 
wird in ein Peptidsynthesekessel gegeben, und die Fest- 
phasensynthese wird mit den nachf olgenden Schritten in 
jedem Zyklus durchgeftihrt : (1) drei Waschungen mit 
CH 2 C1 2 , (2) Vorwaschen mit 40%iger Tr if luoressigsaure 
(TFA) in Methylenchlorid, (3) Riihren wahrend 28 Minuten mit 
40%iger TFA in Methylenchlorid, (4) dreimaliges Waschen mit 
Methylenchlorid, (5) Vorwaschen mit 10%igem Triathylamin 
(Et 3 N) in Methylenchlorid, (6) Riihren wahrend 8 Mimiten 
mit 10%igem St 3 N in Methylenchlorid, (7) dreimaliges 
Waschen mit Methylenchlorid, (8) Riihren wahrend 120 Mimiten 
mit Boc-Glu(OBzl)-OH (3 mMol: 1,01 g) und Dicyclohexyl- 
carbodiimid (DCC) (3 mMol; 0,62 g) . (9) dreimaliges Waschen 
mit Methylenchlorid, 50%igem Isopropylalkohol in Methylen- 
chlorid und dann Methylenchlorid. 

Der Synthesezyklus wird unter Verwendung der folgenden 
Aminosauren sequenziell wiederholt, in Schritt (8): 
Boc-Gly-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Gln-OH, Boc-Lys (2-ClZ)-OH, 
Boc-Glu(OBzl)-OH, Boc-Gln-OH, Boc-Glu (OBzl)-OH, Boc-Ile-OH, 
Boc-Thr (Bzl)-OH, Boc-Glu (OBzl) —OH, Boc-Lys ( 2-C1Z) -OH, 
Boc-Tyr (Bzl) , und 1-Hydroxybenzotriazol (HOST, 6 mMol; 
0,81 g) wird zu jeder Kupplungsreaktion gegeben, bei der 
Boc-Gln-OH in Schritt (8) involviert ist. Nach Beendigung 
der Synthese erhalt man 4,14 g geschiitztes Peptidharz. 
Dieses wird dann wahrend 0°C wahrend 30 Minuten einer 
HF-Spaltung (100 ml wasserfreies HF in 10 ml Anisol) unter- 
worfen. Nach Entf ernung von uberschiissigem HF wird das 
Peptidharz mit l%iger Essigsaure extrahiert und lyophili- 
siert und liefert 1,7 g rohes Produkt als leicht beiges ge- 
farbtes Pulver - Das Produkt wird dann durch Hochdruckf liis- 
sigchromatographie (HPLC) an einer iiBondapak C18-Kolonne 
(10-iim f 0,39 x 30 cm) bei 35°C gereinigt. Der Puffer in 
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Reservoir A war 0,05% TFA (pH 2-3) und in Reservoir B 
Acetonitril enthaltend 0,05% TFA. Die Peptide wurden durch 
UV-Absorption bei 210 nm bestimmt. Die Dur chf lussgeschwin- 
digkeit wurde auf 1.5 ml/Min. eingestellt. Die Peptide 
5 werden mit 5% B wahrend 10 Minuten von der Kolonne eluiert 
gefolgt durch einen linearen Gradienten 45 bis 30% B in 
50 Minuten. Tyr-C13-Thymosin B 4 wird bei 28 Minuten von 
der Kolonne eluiert. Aminosaureanalyse : Glu, 6,09; Thr, 
0,85: Ser, 0.866; Gly, 1,08; Ala, 1,12; He, 0,90; Tyr, 
10 0.83; Lys. 2.07. 

Beispiel 2 

a) Herstellunq des Antiserums, Synthetisches Thymosin B^ 
15 (gesamtes Molekul von 43 Resten) wird mittels Glutaraldehyd 
kovalent an KLH gebunden. Synthetisches Thymosin B 4 
(2,75 iug) und Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH, 4,14g) werden 
mit 1,5 ml 0.25M Natr iumphosphat vom pH 7,4 in ein ge- 
schlossenes 12 x 75 mm Plastikr ohrchen gegeben. Durch die 
20 Zugabe von 75 ill 25%igem wassrigen Glutaraldehyd wird 

eine endgiiltige Konzentration von 1 , 25% Glutaraldehyd (W/V) 
erreicht. Nach leichtem Schutteln des Reaktionsgef asses 
wahrend 3 Stunden bei Raumtemperatur wird die Losung mit 
steriler physiologischer Kochsalzlosung (0 , 15M Natriumchlo- 
25 rid) zu einer Konzentration von 50 iig/ml Thymosin 

verdiinnt. Das Gemisch der Reaktionsprodukte wird ohne wei- 
tere Reinigungen zur Immunisierung verwendet. 

Weisse New Zealand-Kaninchen werden mit 50 iig synthe- 
30 tischem Thymosin B 4 , welches an KLH konjugiert ist. an 

20-30 intradermalen Stellen im Riicken nach der Methode von 
Vaitukaitis et al. (J. Clin. Endo, 33_, 988 (1971) immuni- 
siert. Damit jedes Kaninchen 50 y.q Antigen in 2 ml Emul- 
sion erhalt, wird eine Emulsion hergestellt, die gleiche 
35 Mengen des wassrigen Proteins und Freund's vollstandiges 
Adjuvans enthalt. Wahrend einer 4-Monats-Periode werden 
jede zwei Wochen Booster-In jektionen von 50 ng Thymosin 



- 10 - 



fi 4 (als KLH-Konjugat) in jedes Tier injiziert (d.h. eine 
primare Immunisierung gefolgt von 8 Booster-Injektionen) - 
14 Tage nach der achten Booster-In jektion wird erstmals 
Blut entnommen. Es werden monatlich weitere Booster-Injek- 
tionen gegeben, und es wird 10 Tage gewartet bevor die 
Blutentnahmen zur Bildung des Antiserums fiir den Immunassay 
vorgenommen werden. 

b) Radio iodierung des CTyr)-C13 -Thymosin fi 4 -Analoqen» Es 
wird eine Modifikation der Chloramin T-Methode ztir Jodie- 
rung des (Tyr) -Thymosin B 4 -Analogen verwendet (Greenwood. 
F.C., Hunter, W.M. and Glover, J . S . r Biochem. J. 8£, 114 
(1963). Das J3 4 -Analoge wird in 0,5M Phosphatpuf f er (pH 

6 r 0) bei einer Konzentration von 166 iig/ml) in Losung ge- 

125 

bracht. Zu 12 ill des Analogen werden 5 mCi Nal in 
20 y.1 Phosphatpuf fer zugegeben. Chloramin T wird bei 
0,5 mg/ml Phosphatpuf fer hergestellt, und es werden 10 ill 
unter Mischen zugegeben. Nach 90 Sekunden werden 100 ^ll 
Metabisulfat (4 nMol/100 iil/ml: 7,6 iig/ml) zur Beendi- 
gung der Reaktion zugegeben. Urn ein effizientes Ueberfuhren 
auf die G-10-Kolonne, welche fiir die Abtrennung von freiem 
125 I und markiertem Peptid notig ist, zu bewerkstelligen, 
werden 50 yJL normales Serum vor der Ueberfiihrung zum 
Reaktionsrohrchen gegeben. 

Die Sephadex G-10-Kolonne (0,7 x 10 cm) wird mit 
10%iger Essigsaure mit 0,1% Eialbumin aquilibriert . Es 
werden 1 ml Aliquote gesammelt und das markierte Peptid 
wird als Tracer verwendet. Der Tracer wird in aliquote An- 
teile (5 ill) gegeben und sofort tief gef roren. Vor dem 
Verfahren wird der Tracer auf 10' 000 cpm/50 ill verdiinnt. 
Nach 4 Wochen war eine Rechromatographie des Tracers mog- 
lich, was die Brauchbarkeit der einfachen Markierung auf 
6-8 Wochen erweitert. 

c) Protokoll des Radioimmunverf ahrens , Es wird eine Stamm- 
losung von Thymosin B in einem Radioimmunverf ahrenpuf fer 
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(RIAB) in einer Konzentration hergestellt, welche im 
Arbeitsbereich des Verfahrens liegt, d.h. zwischen 0,5 und 
37,5 ng/100 y.1) und bei -20°C gefroren> Der RIAB war 
Phosphat-gepuf f erte Kochsalzlosung (pH 7,4, 0,01M Natrium- 
5 phosphat und 0,15M Natr iumchlor id) zu dem 0,05% (g/w) 

Natriumazid, 0,01 mM EDTA tind Ammoniumsulf at f raktionier tes 
normales Kaninchenserum (NRS) zu einer Schlussver diinnung 
von 1/200 gegeben wurde. Das NRS dient sowohl als Protein 
zur Vermeidung nicht-spezif ischer Bindung von Tracer und 
10 als Trager im Doppel-Antikorper-Fallungsschritt . Neun 
Standards enthaltend 0,5 bis 37.5 ng/100 ill werden aus 
der Stammlosung hergestellt und bei -70°C gefroren. Flir un- 
bekannte Proben wurden 5-20 p.1 Serum pro Verfahren ver- 
wendet, die mit Salzlosung zu 100 iil/Probe verdilnnt wur- 
15 den. Alle Rohrchen werden auf ein endgiiltiges Vo lumen von 
400 mit RIAB eingestellt. Ein 50 ill Aliquot von 
Stammantiserum (1/200 Verdiinnung) wird zu jedem Rohrchen 
gegeben. Die Verdiinnung ergibt 20-25% Bindung von Tracer 
und eine endgiiltige Verdiinnung von 1/2000. Nicht-spezif i- 
20 sche Bindung wurde dadurch abgeschatzt. dass alle Rohrchen 
enthaltend alle Verf ahrensreagenzien mit Ausnahme des 
spezifischen Anti-Thymosin B 4 -Antiserums untersucht wur- 
den. Die Rohrchen werden am Vortex gemischt und wahrend 
24 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Trennung von freiem und 
25 gebundenem Tracer wird durch die Zugabe von 50 p.1 einer 

Ziegenantikaninchen IgG-Praparat ion bewerkstelligt , die so 
eingestellt wurde, dass sie maximale Fallung des Tracers 
bewirkt. Nach Zugabe des zweiten Antikorpers und Mischen am 
Vortex werden die Proben iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Das 
3Q Immunprazipitat wird bei 15000 x G wahrend 25 Minuten bei 
4°C zentrifugiert . Die Ueberstande werden abgesaugt und 
verworfen. Die Radioaktivitat in den Immunprazipitaten wird 
in einem automatischen Gammaspektrometer gemessen. Die 
Counts pro Minute fur Standards und unbekannte Proben 
35 (B.) werden beziiglich des nicht-spezif ischen Hintergrun- 
des, gewohnlich 5% der gesamten Radioaktivitat, korrigiert 
und durch die korrekte Zahl von Counts pro Minute 
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dividiert, die bei Rohrchen erhalten wird r in denen kein 
kompetitives Antigen zugefiigt wird (B Q ) . Die Daten werden 
mit einem Beckman-System DP-5500 analysiert, welcher die 
Logdosis (x Achse) gegen die beobachteten Counts auftragt 
und die vier Parameter logistische Methode berechnet. bei 
der die Dosis-Antwortsknrve wie folgt angegeben wird: 

fA - D) 

Y 1 + (X/C)B + D 

In dieser Gleichung bedetttet y die Antwort r x die Konzen- 
tration, A die Antwort wenn x = 0(Bo) f B ist der Steigungs- 
faktor, C die Dosis entsprechend der Antworthalbwertszeit 
zwischen A und D, und D die Antwort fur eine unbestimmte 
Konzentration. Rodbard D . et al., Radioimmunoverf ahren und 
verwandte Verfahren in Med. 1, 469 (1978). 

d ) Resultate unter Verwendunq des Radioim munverf ahrens fur 
Thymosin fl 4 - Synthetisches Thymosin fi 4 kann unter Ver- 
wendung von Antikorper und 125 J-Tyr-C13 -Thymosin 
i3^_Analog uber ein Bereich von 0,4-37 , 5 ng/Rohrchen 
(Figur 1) gemessen werden. Die Thymosin £ 4 -Spiegel in den 
Seren von Menschen. Rindern r Mausen, Hamstern und Meer- 
schweinchen waren parallel zu den Standardkurven bei denen 
zwischen 1 und 10 il! Thymosin verwendet wird. Der mini- 
male auffindbare Serumspiegel war 5 mg/ml und eine Endkon- 
zentration von 1/2000 Antikorper wurde verwendet, urn eine 
20-25%ige Bindung von Tracer am Antikorper zu erzielen. 

Die initiale Spezifitat des Radioimmunverf ahrens wird 
auf Kreuzreaktion iiberpriift durch Nachweisen von Praparaten 
mit verschiedenen mutmasslichen Thymushormonen und ver- 
schiedenen Serumproteinen (Tabelle 1). In den Verfaren fur 
die Praparationen wurden ansteigende Mengen jedes Proteins 
zum RIA-System zugegeben bis Spiegel erreicht wurden, die 
eindeutig iiber den bekannten physiologischen Konzentratio- 
nen in Blut lagen oder bis ein praktischer Wert erreicht 
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wurde, der durch die Menge von jeder erhalt lichen 
Praparation bestimmt wurde. Fiir diejenigen Praparate die 
keine Antwort erzeugten, die vom Null-Dosisspiegel diffe- 
rierten, welche als 20%ige Inhibition bewertet wurden, 
wurde die grosste gemessene Dosis angegeben, Nur syntheti- 
sches Thymosin B^ und Tyr-C13-Thymosin B 4 ~Analoges vex-, 
drangten den Tracer bei Spiegeln im 0,05 ng Bereich. Pre- 
albumin zeigte bei Spiegeln von 100 iig/Rohrchen keine 
Kreuzreaktion. Thymopoietin und Thymosin a ? verdrangten 
20% des Tracers bei Spiegeln von 10 ug- Thymosin 
welches in Serum in pg-Mengen vorhanden ist f zeigte bei 
100 ng/- Rohrchen keine Kreuzreaktion. 

Tabelle 1 
Spezifitat des RIA fiir Thymosin B- 



Getestetes Protein 



A- Nicht-Thymusproteine und 
Peptide 

Hamocyanin (KLH) 

Albumin (menschlich) 

Hamoglobulin (menschlich) 

Myoglobulin (Pferd) 

Polyasparagin 

Prolactin 

Prealbumin 

B. Thymuspeptide 
Thymopoietin II 
Thymosin 
Thymosin B^ 
Thymosin B 4 ( c 14 ) 
Thymosin a 



benotigte Menge, urn mindes- 
tens 20% 125 Jod Tyr-C13- 
Thymosin B- zu verdrangen 



> 100 -jig 

> 100 iig 

> 100 y.g 

> 100 -p-g 

> 100 Tig 

> 10 iig 

> 100 Tig 



io Tig 

10 Tig 
0,1 ng 
0 , 1 ng 

i 
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Die Spiegel von in menschlichera Serum zirkulierendem 
Thymosin fl 4 werden in Tabelle 2 gezeigt. Obwohl die Ge- 
nauigkeit des Nachweisverf ahrens innerhalb des erwarteten 
5 Bereiches liegt, schwanken die normalen Spiegel erheblich 
zwisehen den einzelnen Individuen. 



10 



Tabelle 2 

Thymosin B 4 Spiegel in menschlichen Serum 
Quelle des Serums Alter(Jahre) Zahl Thymosin (ng/ml) 



mannliches Blut 
weibliches Blut 
15 Nabelblut 



25-50 
25-50 
Neugeborene 



33 850+249* 
23 700+168 
20 1840+154 



* ausgedruckt als Durchschnitt + Standardabweichung 



20 



25 



30 



35 
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Patentanspruche 

1. Tyr-C13-Thymosin B A . 

4 

2. Ein radioaktiver Tracer, welcher in einer Bestimmung 
fur Thymosin B 4 verwendbar ist, der ein Polypeptid ausge- 
wahlt aus der Gruppe von Tyr-C13-Thymosin fl (Tyr)-Des- 
acetyl-Thymosin B 4 und (Tyr 1 ) -Thymosin B 4 enthalt, 
welches Polypeptid an ein Radioisotop gebunden ist. 

3. Ein radioaktiver Tracer wie in Anspruch 2 bean- 

sprucht, dadurch gekennzeichnet , dass er 125 Jod- (Tyr ) 

Cl3-Thymosin B 4 ist. 

15 4.. Immunogen enthaltend Thymosin B , welches kovalent 

an em immunologisches Tragermater ial gebunden ist, 

5. Ein Immunogen gemass Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass der immunologische Trager Keyhole Limpet 
20 Hamocyanin ist. 



6. Ein Radioimmunverf ahren fiir Thymosin B 4 in einer 
Probe, welches die nachf olgenden Schritte umfasst: 

25 (a) Inkubieren der Probe mit einer bekannten Menge voh 
radioaktiv markiertem Tyr-C13-Thymosin B 4 und einem 
Antikorper. welcher selektiv mit Thymosin B 4 
komplexiert, 

(b) Trennung des erhaltenen Antikorper-Antigenkomplexes von 
30 ungebundenem radioaktiv markierten Thymosin fl 4r 

(c) Messen des Ausmasses der Bindung von radioaktiv mar- 
kiertem Thymosin B 4 in diesem Komplex und 

(d) Bestimmen der Menge von Thymosin B 4 in der Probe 
durch Vergleich des Grades der Bindung mit einer 

35 Standardkurve . 
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10 



15 



20 



7. Radioimmunverfahren gemass Anspruch 6. dadurch ge- 
kennzeichnet. dass das radioaktiv markierte Tyr-Cl3- 
Thymosin B 4 125 Jod-(Tyr)-C13-Thymosin fl 4 ist. 

8. Radioimmunverfahren gemass Anspruch 7. dadurch ge- 
kennzeichnet. dass der Antikorper ein Antikorper ist. 
welcher in einem Saugetier als Antwort auf ein Immunogen 
enthaltend Thymosin fl 4 . welches kovalent an ein immunolo- 
gisches Tragermaterial gebunden wird. gebildet wird. 

9. Radioimmunverfahren gemass Anspruch 8. dadurch ge- 
kennzeichnet. dass das immune logische Tragermaterial 
Keyhole Limpet Hamocyanin ist. 

10. Ein Antikorper. welcher das Polypeptid-Thymosin 

B selektiv erkennt und bindet. 
4 

11. Antikorper gemass Anspruch 10. der in einem Wirts- 
tier gebildet wird. dem Thymosin B 4 . welches kovalent an 
ein immunogenes Material gebunden wird. injiziert wurde. 

12 Antikorper gemass Anspruch 11. dadurch gekenn- 
zeichnet. dass das immunogene Tragermaterial Keyhole Limpet 
Hamocyanin ist. 



25 



*** 



30 



35 



